
口腔レンサ球菌による内皮細胞の炎症反応誘導　　鹿歯紀要　38：31～39，2018 31

侵入能を有する口腔レンサ球菌はヒト動脈内皮細胞における
炎症反応を誘導する
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ABSTRACT
Oral streptococci including Streptococcus mutans can gain access to the bloodstream and have been associated with 
cardiovascular disease.  However, the roles of oral streptococci in inflammation in cardiovascular disease remain unclear.  
We examined the invasion of human aortic endothelial cells （HAECs） by oral streptococci and the subsequent cytokine 
production by viable invaded HAECs.  Furthermore, we evaluated the participation of Toll-like receptors （TLRs） and 
cytoplasmic nucleotide-binding oligomerization domain （NOD）-like receptors in invaded HAECs. The oral streptococci 
tested were capable of invading HAECs.  The number of invasive bacteria increased with the length of the co-culture period.  
After a certain co-culture period, some organisms were cytotoxic to the HAECs.  Catalase and cytochalasin D inhibited the 
invasion of HAECs by the organism.  HAECs invaded by S. mutans Xc, Streptococcus gordonii DL1 （Challis）, 
Streptococcus gordonii ATCC 10558, and Streptococcus salivarius ATCC 13419 produced more cytokine（s） （interleukin-6, 
interleukin-8, monocyte chemoattractant protein-1） than non-invaded HAECs, and S. mutans Xc induced the largest amounts 
of cytokines.  All S. mutans strains of various serotypes upregulated TLR2 and NOD2 mRNA levels in HAECs.  S. mutans 
Xc upregulated the intracellular TLR2 and NOD2 protein levels in HAECs.  Silencing of the TLR2 and NOD2 genes in 
HAECs invaded by S. mutans Xc led to a reduction in cytokine production.  These results suggest that oral streptococci may 
participate in the pathogenesis of cardiovascular disease and cytokine production induced by invasive S. mutans via 
intracellular TLR2 and NOD2 in HAECs may be associated with inflammation in cardiovascular disease.
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はじめに
　口腔レンサ球菌は歯肉縁上プラークの大部分を占め
る口腔常在菌であり，う蝕原因菌として知られる
Streptococcus mutansはこれに属している。多くの臨床

細菌学的研究において，口腔レンサ球菌が口腔領域以
外の炎症病巣から検出されることが報告されており，
口腔レンサ球菌とこれらの疾患との関係が注目されて
いる。例えば Streptococcus sanguinis，Streptococcus oralis
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および S. mutansは感染性心内膜炎1-3）から，Streptococcus 
anginosus groupは肝や脳膿瘍4-5）から，Streptococcus 
mitis/pneumoniae，S. oralis，Streptococcus gordonii，
Streptococcus cristatus および S. anginosus groupは肺炎6）

患者から検出されている。動脈硬化は心筋梗塞，脳梗
塞，閉塞性動脈硬化症などの日本人の死亡原因の多く
を占める疾病の原因となる血管の変化であるが，動脈
硬化病巣からは S. sanguinis，S. mitis，Streptococcus 
salivarius groupおよび S. mutans7-10）が検出されている。
　我々はこれまで口腔細菌と口腔領域以外の疾病との
関係を明らかにするために，動物実験においてヒト歯
垢が感染性心内膜炎11）や膿瘍12）の誘発能を持つこと
や，感染性心内膜炎を誘発する S. mutansの病原因
子13）ならびに S. oralisの菌体表層多糖の炎症誘発メカ
ニズム14）について明らかにしてきた。S. mutans をは
じめとする口腔レンサ球菌は，歯科診療のみならず日
常の口腔清掃によって生じる一時的な菌血症におい
て，ヒトの血液中からもっとも頻繁に検出される細菌
である15-16）。したがって血管の内壁や心臓弁の表面を
覆う内皮細胞は，口腔レンサ球菌によって頻繁にかつ
長期間，攻撃を受けている可能性がある。本稿では，
口腔レンサ球菌による心血管疾患の誘発，増悪のメカ
ニズムを解明するために，口腔レンサ球菌とヒト動脈
内皮細胞を用いて行った研究について紹介する。まず
10種類の口腔レンサ球菌のヒト動脈内皮細胞への侵入
能とサイトカイン産生誘導能を検討し17），次にもっと
もサイトカイン産生誘導能が高かった S. mutansを用
いてヒト動脈内皮細胞におけるパターン認識受容体の

発現およびサイトカイン産生への関与を評価した18）。

I. 口腔レンサ球菌とヒト動脈内皮細胞
A. 口腔レンサ球菌の侵入能
　10種類の口腔レンサ球菌を用いて，それぞれのヒト
動脈内皮細胞への侵入能を調べた。まずヒト動脈内皮
細胞と口腔レンサ球菌を同数ずつ （MOI=1），37℃，
5％ CO2下で 4 ，8 ，24共培養し，antibiotic protection 
assayによって内皮細胞に侵入した口腔レンサ球菌の
数 （CFU） を計測した （表 1）。共培養時間 4時間では，
S. salivarius ATCC 13419 がもっとも高い侵入能を示し
た。次に S. gordonii DL1 （Challis） と S. mutans Xcが高
い侵入能を示し，他の口腔レンサ球菌の侵入能は低
かった。Streptococcus intermedius ATCC 31412 の侵入
は，認められなかった。共培養時間が長くなるにつれ
て，侵入する口腔レンサ球菌の数は増加したが，S. 
gordonii DL1 （Challis） は共培養時間 8 時間で，S. 
gordonii ATCC 10558，S. salivarius ATCC 13419，およ
び S. intermedius ATCC 31412は24時間で，ヒト動脈内
皮細胞を殺傷した。S. mutans  Xc，Streptococcus 
parasanguinis ATCC15911，S. sanguinis ATCC10556，S. 
mitis ATCC 6249，および S. oralis ATCC 35037は，共培
養時間24時間でヒト動脈内皮細胞を殺傷することな
く，高い侵入能を示した。この菌の侵入を確認するた
めに，侵入している菌としていない菌を区別すること
ができる二重蛍光免疫染色法を用いて，共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した （図 1）。図に示すように，赤
色に染色された菌が内皮細胞に侵入している様子が確

表 1　口腔レンサ球菌のヒト動脈内皮細胞への侵入能

菌　株 各共培養時間（h）における侵入菌数（CFU/ウェル）
　 4 8 24
S. anginosus ATCC 33397 8 ± 6a 274 ± 18 細胞死
S. gordonii ATCC 10558 2 ± 2 126 ± 26  細胞死
S. gordonii DL1 （Challis） 134 ± 30 細胞死 細胞死
S. intermedius ATCC 31412 0 30 ± 8 細胞死
S. mitis ATCC 6249 6 ± 2 144 ± 38 24416 ± 2754
S. mutans Xc 22 ± 6 2776 ± 164 12084 ± 4184
S. oralis ATCC 35037 8 ± 4 154 ± 18 27166 ± 4720
S. parasanguinis ATCC 15911 6 ± 2 194 ± 48 40916 ± 4784
S. salivarius ATCC 13419 1004 ± 142 8266 ± 270 細胞死
S. sanguinis ATCC 10556 4 ± 4 50 ± 14 17416 ± 2362
a平均値 ± 標準偏差（n = 3） 　（Nagata et al., 201117）より）
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認できる。次に過酸化水素を分解する子牛肝カタラー
ゼを培地に添加すると，S. gordonii DL1 （Challis） のヒ
ト動脈内皮細胞への侵入能は低下した （図2A）。また
アクチンマイクロフィラメントの重合を阻害するサイ
トカラシン Dを培地に添加した場合も，S. gordonii 
DL1 （Challis） の侵入能は低下した （図2B）。
　我々はヒト動脈内皮細胞と口腔レンサ球菌の数が同
数 （MOI=1） という感染条件を用いた。これは生体内
で起きていることが予想される，少量の口腔レンサ球
菌が長期間内皮細胞に作用し続けるという状況を再現
したかったからである。今回用いた口腔レンサ球菌の
うち， 5菌株は共培養によってヒト動脈内皮細胞を殺
傷し，もっとも強い傷害作用を示したのは S. gordonii 
DL1 （Challis） であった。Stinsonら19）は，S. gordonii 
DL1 （Challis） が産生する過酸化水素がヒト臍帯静脈
内皮細胞を殺傷することを報告している。また今回，
子牛肝カタラーゼにより S. gordonii DL1 （Challis） の
ヒト動脈内皮細胞への侵入能が低下したことより，S. 

gordoniiの産生する過酸化水素は，菌の内皮細胞への
傷害や侵入に関与している可能性がある。 さらにサ
イトカラシン Dによって菌の侵入がほぼ完全に抑制
されたことから，菌の侵入には内皮細胞によるエンド
サイトーシスが関与していることが推察される。

B. 口腔レンサ球菌のサイトカイン産生誘導能
　口腔レンサ球菌がヒト動脈内皮細胞を殺傷しない，
つまり口腔レンサ球菌と内皮細胞が共存している条件
下でのヒト動脈内皮細胞におけるサイトカイン産生
を，リアルタイム PCR法と ELISA法で検討した。前
記の実験 （図 1） で判明した内皮細胞を殺傷しない条
件で口腔レンサ球菌とヒト動脈内皮細胞を 8時間ある
いは24時間共培養した場合，内皮細胞における IL-6，
IL-8，およびMCP-1の産生誘導は認められなかった。
しかしながら， 8時間あるいは24時間共培養後に，抗
生物質によって内皮細胞に侵入していない菌を死滅さ
せ，侵入した菌のみ生存できる状態にして内皮細胞か
らのサイトカインの産生を調べると， 8時間共培養後
に抗生剤処理してさらに24時間培養した場合は，S. 
mutans Xc，S. gordonii ATCC 10558，および S. salivarius 
ATCC 13419が （図3A），24時間共培養後に抗生剤処理
してさらに24時間培養した場合は S. mutans Xcが （図
3B），内皮細胞からサイトカインの産生を誘導した。
24時間共培養後に抗生剤処理してさらに24時間培養し
た場合の S. mutans Xcのサイトカイン産生誘導能は著
しく，内皮細胞における IL-6，IL-8，MCP-1の mRNA
発現 （図4A） およびタンパク産生 （図4B） は経時的に
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図 1 　ヒト動脈内皮細胞に侵入した口腔レンサ球菌

矢印，内皮細胞に侵入した菌（赤色）；矢頭，細胞外に存
在する菌（紫色）．スケールバー：10µm（Nagata et al. 
201117） より）

図 2 　カタラーゼ（A）およびサイトカラシン D（B）による菌の侵

入抑制

菌の侵入率（％）＝サイトカラシン D添加時の侵入した菌
数 /サイトカラシン D非添加時の侵入した菌数×100（％）
*P < 0.05 （Bは Nagata et al. 201117） より）

図 3 　口腔レンサ球菌が侵入したヒト動脈内皮細胞における

サイトカイン産生

A， 8時間共培養後に抗生剤処理してその後24時間培養；
B，24時間共培養後に抗生剤処理してその後24時間培養
*P < 0.05 （Nagata et al. 201117） より）
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増加していた。S. gordonii DL1 （Challis） は，MOI=1000
で1時間共培養後に抗生剤処理してさらに24時間培養
した場合に，内皮細胞からサイトカインの産生を誘導
した。
　IL-8とMCP-1はそれぞれ好中球および単球の遊走因
子であり20-21），IL-6は acute inflammatory phase proteins
を刺激して内皮細胞の機能不全を招く22）。内皮細胞に
おいて侵入した口腔レンサ球菌によって産生誘導され
たサイトカインは，心血管疾患の発症，増悪に関与し
ている可能性がある。注目すべきは，これらのサイト
カインが，侵入した口腔レンサ球菌によって産生誘導
された点である。サイトカインの産生を誘導する口腔
レンサ球菌に関しては，侵入細菌数が多い方が多くの
サイトカインを産生誘導したことから，内皮細胞への
菌の侵入はサイトカイン産生と密接に関わっているこ
とが推測される。また持続してサイトカインが産生さ
れ続けるためには，菌の刺激は内皮細胞が殺傷されな
いレベルが保たれる必要があることは興味深い。

II. S. mutansとヒト動脈内皮細胞
A. S. mutans の侵入能とサイトカイン産生誘導能
　S. mutans Xcは検討した口腔レンサ球菌の中で，ヒ
ト動脈内皮細胞においてもっとも高い IL-6，IL-8，
MCP-1産生誘導能を持つことが明らかになったが，こ
れが Xc株特有のものであるかは不明である。S. 

mutansは菌体表面に有する血清型特異的多糖抗原の
化学構造の違いによって， 4つの血清型 （c，e，f，k） 
に分類される。そこでさまざまな S. mutansの菌株，
すなわち c型 （MT8148，Xc），e型 （B14，P4）， およ
び f型 （MT3940，OMZ175） の菌株を用いて，ヒト動
脈内皮細胞への侵入能およびサイトカイン産生誘導能
を検討した。用いた S. mutansの菌株は全てヒト動脈
内皮細胞に侵入したが，このうちMT8148はもっとも
低い侵入能を示した （表 2）。 6 菌株中， 5 菌株はヒ
ト動脈内皮細胞において IL-6，IL-8，および，MCP-1
産生を誘導したが，侵入能が最も低かったMT8148は
サイトカイン産生を誘導しなかった （図 5）。
　口腔内で最も高頻度に検出される S. mutansは c型 
（64.5-89.3％） であり，以下 e型 （7.0-26.1％），f型と k
型 （それぞれ 5％以下） と続く23）。感染性心内膜炎発
症患者の血液から分離される S. mutansの血清型の頻
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図 4 　S. mutans Xc が侵入したヒト動脈内皮細胞におけるサ

イトカイン産生の経時的変化

A，mRNA量の変化；B，タンパク量の変化．白，非刺激
内皮細胞；赤，S. mutans Xcが侵入した内皮細胞．*P < 0.05 
（Nagata et al. 201117） より）
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表 2　S.mutans のヒト動脈内皮細胞への侵入能

菌株（血清型） 侵入能（％）a

MT8148 （c） 0.05 ± 0.003b

Xc （c） 1.3 ± 0.4
B14 （e） 5.3 ± 1.2 
P4 （e） 29.2 ± 4.6 
MT3940 （f） 21.2 ± 4.4

a 侵入能 = 侵入菌数 /内皮細胞非存在下での総菌数 × 
100 （％）

b 平均値 ± 標準偏差（n = 3）（Nagata et al., 201718）より）

図 5 　S. mutans で刺激したヒト動脈内皮細胞におけるサイト

カイン産生

*P < 0.05 （Nagata et al. 201718） より）
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度に関しては，検体数の少なさゆえにまだ一定の評価
は 得 ら れ て い な い。Vernier ら24） は，S. mutans 
OMZ175 （f型） の血清型特異的多糖抗原および S. 
mutansの菌体表面に存在する線毛様タンパクである
antigen I/IIが，ヒト臍帯静脈内皮細胞から IL-6および
IL-8の産生を誘導することを報告していることから，
S. mutansのヒト動脈内皮細胞におけるサイトカイン
産生には，これらの菌体成分が関与している可能性が
ある。興味深いことに，S. mutans MT8148は S. mutans 
Xcと同じ c型であり，また antigen I/IIを有するにも
かかわらず，内皮細胞からサイトカイン産生を誘導し
なかった。S. mutans MT8148の侵入能は極めて低かっ
たこと，および S. mutans Xcによるサイトカイン産生
誘導は侵入した細菌数に依存したことを合わせ考える
と，菌体成分のみならず，菌の内皮細胞への侵入能も
サイトカイン産生誘導に関係しているかもしれない。

B. S. mutans を認識するヒト動脈内皮細胞のパターン
認識受容体

　微生物の侵襲を最初に認識するパターン認識受容体
は，内皮細胞を含む宿主の多くの細胞に存在してい
る 25）。Toll-like receptors （TLRs） と cytoplasmic 
nucleotide-binding oligomerization domain （NOD）-like 
receptors は，自然免疫において中心的役割を果たして
いるパターン認識受容体である26）。TLR1，TLR2，
TLR427），および NOD228）は動脈硬化病巣において発
現が増加すること，また動脈硬化部位から分離した細
胞において TLR2が IL-6，IL-8，およびMCP-1産生に
重要な役割を果たしていること29）が報告されている。
そこで我々は，S. mutans とヒト動脈内皮細胞を共培
養した時の，ヒト動脈内皮細胞における TLR1，
TLR2，TLR4，NOD1，および NOD2の mRNAの発現
をリアルタイム PCR法で検討した。非刺激のヒト動
脈内皮細胞と比べて，S. mutansで刺激したヒト動脈
内皮細胞では，TLR2および NOD2 mRNAの発現が増
加した （図 6）。このうち S. mutans Xc，P4，MT3940
および OMZ175の刺激による増加量は著しく （TLR2 
mRNA は272-408倍，NOD2 mRNA は227-377倍 ），S. 
mutans B14による刺激では，TLR2 mRNAの発現は
108倍，NOD2 mRNAの発現は106倍であった。一方，
侵入能の低かった S. mutans MT8148による刺激では，
TLR2 mRNAの発現は3倍，NOD2の発現は5倍であっ
た。S. mutans の菌株による TLR2ならびに NOD2 
mRNAの発現の違いは，S. mutans 刺激によるヒト動
脈内皮細胞におけるサイトカイン産生 （図 5） の傾向

と類似していた。TLR1 mRNAの発現は，S. mutans P4
あるいは OMZ175で刺激した場合に 3倍増加した。い
ずれの菌株においても TLR4および NOD1 mRNAの発
現増加は認められなかった。次に S. mutans Xcで刺激
したヒト動脈内皮細胞表面あるいは細胞内 TLR2タン
パクと細胞内 NOD2タンパクの発現を，フローサイト
メトリーで検討した。非刺激内皮細胞ではいずれの受
容体もほとんど発現していなかったが，S. mutans Xc
で刺激した内皮細胞では，細胞内の TRL2と NOD2タ
ンパクの発現が有意に増加していた （図 7）。この細
胞内 TLR2タンパクは，免疫染色後，共焦点レーザー
顕微鏡によっても確認された （図 8）。
　TLR2の内皮細胞における局在については，非刺激
あるいは刺激時ともに細胞表面あるいは細胞内と２つ
の異なる局在の報告がある30-34）。これらの違いは，用

図 6 　S. mutans Xc で刺激したヒト動脈内皮細胞におけるパ

ターン認識受容体 mRNA 発現

*P < 0.05 （Nagata et al. 201718） より）

図 7 　S. mutans Xc で刺激したヒト動脈内皮細胞におけるパ

ターン認識受容体タンパク発現

（Nagata et al. 201718） より）
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いた内皮細胞や刺激物質，実験条件の違いによるもの
かもしれない。我々の研究では，侵入能を持つ S. 
mutans の刺激により，ヒト動脈内皮細胞の細胞内に
おいて TLR2および NOD2の発現が増加していた。こ
れまでに細胞表面に存在する TLR2が活性化される
と，エンドサイトーシスの経路により細胞内に移行し
ていくことが示されている35-36）。S. mutans を認識して
活性化された細胞表面の TLR2は，S. mutansとともに
エンドサイトーシスの経路により細胞内のエンドソー
ムに移行している可能性がある。一方，内皮細胞にお
ける NOD2の細胞内局在についてはこれまでの報告と
一致していた37-40）。

III. S. mutansによるヒト動脈内皮細胞におけるサ
イトカイン産生誘導への TLR2，NOD2の関与

　侵入能を持つ S. mutans の刺激により，ヒト動脈内
皮細胞における IL-6，IL-8，およびMCP-1産生ならび
に TLR2，NOD2の発現増加を認めたことから，S. 
mutans Xcによるヒト動脈内皮細胞におけるサイトカ
イン産生誘導への TLR2，NOD2の関与を，RNA干渉
によって検討した。RNA干渉により TLR2あるいは
NOD2の発現を抑制した場合，また同時に両方の発現
を抑制した場合，いずれにおいても S. mutans刺激時
の内皮細胞における IL-6，IL-8，およびMCP-1産生は，
TLR2や NOD2の発現が抑制されていない内皮細胞と
比べて減少していた （図 9）。減少率がもっとも高い
のは同時に TLR2および NOD2の発現を抑制した場合
であり，次に NOD2の発現を抑制した場合であった。
以上のことから，侵入能を持つ S. mutans Xcによるヒ
ト動脈内皮細胞におけるサイトカイン産生誘導には，
TLR2および NOD2が関与していることが明らかと
なった。NOD2の発現抑制によるサイトカイン産生減
少率が TLR2の発現抑制の場合より大きかったことか
ら，NOD2の関与が TLR2よりも大きい可能性がある。
　今までに，胎児肝細胞 transfectant において S. 
mutans 109c が TLR2お よ び NOD2を 介 して nuclear 
factor-κBを活性化することが報告されている41）。また
単球では TLR2を介したサイトカイン産生において，
TLR2と NOD2の相互作用が存在することが明らかと
なっている42）。今後，侵入能を持つ S. mutansによる
ヒト動脈内皮細胞からのサイトカイン産生誘導におけ
る TLR2および NOD2を介したシグナル伝達系の解明
が必要と思われる。

IV. おわりに
　S. mutans をはじめとする口腔レンサ球菌は，日常
の口腔清掃によって生じる一時的な菌血症において血
液中からもっとも頻繁に検出される。我々は，本研究
の成果は，全身の健康の保持，増進のために，日頃か
らの口腔衛生，口腔疾患の予防，治療，管理が重要で
あることを社会にアピールする基礎的知見になるもの
と考える。今後も予防歯科医として「かかりつけ歯科
医は万病に効く」ことの実績を積み上げることを目標
に，教育，研究，臨床に取り組んで行きたい。

図 8 　S. mutans Xc で刺激したヒト動脈内皮細胞における

TLR2タンパクの局在

矢印，TLR2タンパク （赤色）；N，内皮細胞の核．スケー
ルバー：10µm （Nagata et al. 201718） より）

Dept. of Preventive Dentistry, Kagoshima Univ.	



N N

細胞内	
細胞表面�

	


Dept. of Preventive Dentistry, Kagoshima Univ.	



1

0!

2

*

*

* *

IL-6!

1

0

2

*

*

* *

IL-8!

1

0

3

2

4

**

*

*

MCP-1!

  タ
ン

パ
ク

量
 (n

g/
m

l)!

S. mutans Xcの侵入	


パターン認識受容体	

の抑制�

(-)� (+) �(+)� (+)� (+)�
(-)� (-)� TLR2	


抑制�
NOD2	

抑制�

TLR2	

NOD2	

抑制	


	

図 9 　侵入した S. mutans Xc による TLR2や NOD2の発現が

抑制されたヒト動脈内皮細胞におけるサイトカイン産生誘導

*P < 0.05 （Nagata et al. 201718） より）
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